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Termodinamske značilnosti pretvorbe dvoverižne DNA iz promotorske regije 
protoonkogena c-myc v G-kvadrupleks in i-motiv 
 
Povzetek: Znano je, da DNA poleg dvojne vijačnice lahko tvori tudi nekanonične 
strukture DNA, med katere spadata G-kvadrupleks in i-motiv. G-kvadrupleks se tvori iz 
zaporedja, bogatega z gvanini, i-motiv pa iz zaporedja, bogatega s citozini. Vse več 
raziskav potrjuje, da se ti dve strukturi lahko nahajata in vivo v človeških celicah. V 
človeškem genomu je omenjene strukture možno najti predvsem v telomernih zaporedjih, 
bogatih z gvanini, ter v promotorjih mnogih onkogenov. Tvorba G-kvadrupleksa v 
promotorski regiji protoonkogena c-myc sodeluje pri uravnavanju izražanja tega gena in 
tako predstavlja potencialno tarčo za zdravljenje raka. Komplementarna veriga, bogata s 
citozini, lahko tvori i-motiv. Namen našega dela je bil obravnavati pretvorbo 
oligonukleotidnega zaporedja iz promotorske regije c-myc med strukturami  
G-kvadrupleksa in i-motiva ter dvoverižno DNA v raztopini s spektroskopskimi 
tehnikami CD-spektroskopijo, UV-spektroskopijo ter fluorimetrijo. Potrdili smo tvorbo 
G-kvadrupleksa iz enoverižnega oligonukleotida Pu24G, tako pri pH 7,4 kot tudi pri pH 
5,0 pri 100 mM koncentraciji kalijevih ionov. i-motiv iz oligonukleotida Pu24C se po 
pričakovanjih v raztopini tvori le pri pH 5,0, pri pH 7,4 pa ne nastane. Nastanek 
dvoverižne oblike DNA smo potrdili pri pH 7,4 z značilnim CD-spektrom in termičnim 
diferenčnim spektrom (TDS) za dupleks. Nastanek dupleksa pri pH 7,4 smo potrdili tudi 
s tehniko prenosa energije z resonanco fluorescence (FRET). Pri pH 5,0 je prisotna 
mešanica dupleksa, G-kvadrupleksa ter i-motiva, kar smo pokazali s pomočjo gelske 
elektroforeze. Pri spreminjanju pH mešanice se ravnotežna zmes vseh treh zvrsti v 
realnem času vzpostavi pri višanju pH od 4,5 do 7,4, pri nižanju pH od 7,4 do 4,5 pa je 
pretvorba kinetično omejena. Sestavo ravnotežne zmesi pri pH 5,0 smo lahko določili z 
analizo UV absorpcijskih spektrov in TDS. Pri pH 5,0 je ravnotežje pomaknjeno v smer 
nastanka G-kvadrupleksa in i-motiva, delež dvoverižne DNA je pri teh pogojih manjši.   










Thermodynamic properties of G-quadruplex, i-motif and duplex interconversion in 
DNA sequence from the promoter region of protooncogene c-myc 
 
Abstract: Beside double helix it is well known that DNA can also form non-canonical 
structures, such as G-quadruplex and i-motif. G-quadruplexes and i-motifs can form in 
nucleic acids by sequences that are rich in guanines and cytosines, respectively. Both 
structures can appear in vivo in human cells. In the human genome, these structures are 
present in guanine-rich telomere sequences and in the promoters of many oncogenes. The 
formation of the G-quadruplex in the promoter region of the protooncogene c-myc is 
involved in regulation of expression of this gene and thus represents potential therapeutic 
target for cancer. Complementary strand rich in cytosines can form i-motif structure.  
The aim of our work was to study G-quadruplex, i-motif and duplex interconversion of 
oligonucleotide sequence from c-myc in solution using spectroscopic techniques CD 
spectroscopy, UV spectroscopy and fluorimetry. The formation of G-quadruplex from the 
single-stranded oligonucleotide Pu24G was confirmed at both pH 7.4 and pH 5.0 at 100 
mM concentration of potassium ions. We also confirmed that i-motif in Pu24C 
oligonucleotide forms in solution at pH 5.0 only, whereas at pH 7.4 it does not form. 
Duplex forms at pH 7.4, which we confirmed by CD spectra, thermal difference spectra 
(TDS) and by fluorescence resonance energy transfer (FRET). Gel electrophoresis of 
mixture of duplex, G-quadruplex and i-motif was performed at pH 5,0 and we found that 
all three species are present. We examined the effect of changing pH between 7.4 and 5.0 
on equilibrium of species. When changing the pH of the mixture from value 4.5 to 7.4, 
all three species are in equilibrium in real time. When lowering the pH from 7.4 to 4.5, 
the conversion does not happen in real time. We determined the composition of the 
equilibrium mixture at pH 5.0 using UV absorption spectra and TDS. At pH 5.0, the 
equilibrium shifts towards formation of G-quadruplex and i-motif, double-stranded DNA 
is present in smaller amount. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
Uporabljene nukleinske kisline in kratice, povezane z njimi 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
NHEIII1  na nukleazo preobčutljiv element, del promotorske regije gena c-myc 
A, G, T, C nukleotidne baze: adenin, gvanin, timin, citozin 
G-veriga z gvanini bogato enoverižno zaporedje DNA 
C-veriga s citozini bogato enoverižno zaporedje DNA 
Pu24G oligonukleotidno zaporedje  
5`-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG-3` 
Pu24C oligonukleotidno zaporedje 5`-CCTTCCCCACCCTCCCCACCCTCA-3` 
Pu24G-Cy5 oligonukleotidno zaporedje  
5`-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG-3` z vezanim cianinom 5 
Pu25C-Cy3 oligonukleotidno zaporedje 5`-CCTTCCCCACCCTCCCCACCCTCA-3` 
z vezanim cianinom 3 
C-C+ hemiprotonirani citozinski bazni par 
Termodinamski parametri 
∆G°  standardna prosta entalpija  
K  ravnotežna konstanta 
Ostale oznake in kratice 
hnRNP K heterogeni jedrni ribonukleoprotein K 
UV  svetloba ultravijoličnega dela spektra 
Vis  svetloba vidnega dela spektra 
A  absorbanca 







ε  molarni ekstinkcijski koeficient 
λ  valovna dolžina 
CD  cirkularni dikroizem 
θ  eliptičnost 
[θ]  molarna eliptičnost 
FRET  prenos energije z resonanco fluorescence 
APS  amonijev persulfat 
TEMED tetrametilendiamin 
EtBr  etidijev bromid 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 











Deoksiribonukleinska kislina (DNA) je biopolimer, ki v celici predstavlja shrambo za 
celotno dedno informacijo. Je nerazvejan heteropolimer, ki je sestavljen iz štirih vrst 
monomernih enot, imenovanih nukleotidi. Njihovo zaporedje nosi dedno informacijo. 
Vsak nukleotid je sestavljen iz treh delov: dušikove organske baze, sladkorja deoksiriboze 
in fosfata (Slika 1A). Nukleotidi se med seboj razlikujejo po vrsti dušikovih organskih 
baz. Lahko vsebujejo adenin oz. gvanin, ki spadata med purine, ali pa citozin oz. timin, 
ki spadata med pirimidine. Monomerne enote se med seboj povezujejo v verigo s 
kovalentnimi fosfodiestrskimi vezmi preko fosfata in deoksiriboze, kar predstavlja 
strukturno ogrodje DNA [1].  
 
Slika 1: Struktura DNA in njeni sestavni deli. A) Antiparalelni verigi DNA, ki se 
povezujeta preko dušikovih baz. B) 3D-struktura DNA: v notranjosti bazni pari 
(rdeča – adenin, rumena – timin, modra – gvanin, zelena – citozin), zunanjost strukture 




Molekula DNA je sestavljena iz dveh polinukleotidnih verig, ki sta povezani v 
tridimenzionalno obliko dvojne vijačnice (Slika 1B). Na zunanji strani je strukturno 
ogrodje iz fosfatov in deoksiriboze, v notranjosti pa so dušikove organske baze obeh verig 
naložene ena na drugo, ravnine le-teh so skoraj pravokotne na os vijačnice. Dušikove 
organske baze povezujejo obe verigi preko nekovalentnih interakcij. Tvorijo 
komplementarne bazne pare s specifičnimi vezmi: citozin in gvanin se povezujeta s tremi 
vodikovimi vezmi, adenin in timin pa z dvema. Poleg tega dvojno vijačnico stabilizirajo 
še hidrofobne interakcije in van der Waalsove interakcije med naloženimi bazami [1]. 
1.2 G-kvadrupleks 
1.2.1 Struktura 
G-kvadrupleksi so vrsta sekundarne strukture nukleinskih kislin, ki se lahko tvori znotraj 
molekul DNA ali RNA, ki vsebujejo z gvanini (G) bogata zaporedja. Sestavljeni so iz 
dveh ali več G-tetrad, naloženih ena na drugo. Vsaka G-tetrada je sestavljena iz štirih 
gvaninskih preostankov, povezanih preko Hoogsteenovih vodikovih vezi (Slika 2A) [3]. 
Tvorba in stabilizacija G-kvadrupleksov je odvisna od prisotnosti monovalentnih 
kationov: kalija in natrija [4]. Umeščeni so v centralne votline in nevtralizirajo 
elektrostatski odboj gvaninskih kisikov [5].  
 
Slika 2: A) G-tetrada, sestavljena iz štirih gvaninov, povezanih s Hoogsteenovimi 
vodikovimi vezmi. Strukturo stabilizira kalijev ion v sredini. B) Intramolekularni G-
kvadrupleks, pri katerem so prisotne zanke iz zaporedja z gvanini (G), adenini (A), 
citozini (C) in timini (T). C) Primer intramolekularnih in intermolekularnih G-
kvadrupleksov z različno orientacijo verig. Povzeto po [6]. 
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G-kvadrupleksi so topološko zelo polimorfne strukture. Zaporedje, ki tvori  
G-kvadrupleks, vsebuje več sklopov zaporednih gvaninov, ki so udeleženi pri tvorbi  
G-tetrad. Baze, ki se v zaporedju nahajajo med sklopi zaporednih gvaninov, tvorijo 
enoverižne zanke [4]. Zaporedje in velikost zank je lahko različno (Slika 2B). Termična 
stabilnost G-kvadrupleksov je odvisna od števila G-tetrad, prisotnih v strukturi, in dolžine 
ter sestave zank [7]. Strukture G-kvadrupleksov lahko razdelimo v različne skupine glede 
na orientacijo verig DNA. Lahko so paralelne, antiparalelne ali hibridne. Lahko se tvorijo 
iz ene z G bogate verige, torej intramolekularno, ali intermolekularno iz dveh oz. štirih 
verig (Slika 2C) [5].  
1.2.2 Biološka vloga 
V prvih raziskavah biološko relevantnih G-kvadrupleksov so odkrili, da ohranjene 
ponovitve zaporedja evkariontske telomerne DNA tvorijo strukture G-kvadrupleksa in 
vitro [8]. Vse od tega odkritja naprej so številne biokemijske in strukturne analize 
potrdile, da se zaporedja nukleinskih kislin, tako DNA kot RNA, ki vsebujejo sklope 
gvaninov, ki so ločeni z drugimi bazami, in vitro spontano zvijejo v strukturo  
G-kvadrupleksa. Prisotnost G-kvadrupleksov in vivo so najprej dokazali s pomočjo 
specifičnih protiteles proti G-kvadrupleksom, ki se tvorijo v telomerni DNA. Največ z 
gvanini bogatih delov zaporedij v človeškem genomu je v telomerah [7]. Človeške 
telomere vsebujejo 5–10 kbp dolga tandemska zaporedja d(TTAGGG)n s 50–600 
nukleotidov dolgimi previsnimi konci na koncu kromosomov, iz katerih se lahko tvorijo 
G-kvadrupleksi. Tvorba G-kvadrupleksov v človeških telomerah inhibira aktivnost 
telomeraze, ki je aktivirana v 80–85 % rakavih celic, zato G-kvadrupleksi v telomerah 
predstavljajo potencialno tarčo za zdravljenje raka z učinkovinami, ki stabilizirajo  
G-kvadrupleks [4]. 
Tudi promotorji genov v človeškem genomu so bogati z gvanini. Kar 50 % človeških 
genov vsebuje sklope gvaninov blizu promotorskih regij [7]. Prvi dokaz, da ima tvorba 
G-kvadrupleksa v promotorju vpliv na izražanje genov, predstavlja raziskava izražanja 
onkogena c-myc. Ugotovili so, da mutacija v zaporedju, ki tvori G-kvadrupleks ali 
dodatek liganda, ki stabilizira strukturo G-kvadrupleksa, vpliva na prepisovanje in vivo 
[9]. Raziskave izražanja genov na ravni genoma na kvasovkah in človeških celicah so 
pokazale, da dodatek liganda TMPyP4, ki se veže na G-kvadruplekse, privede do 




G-kvadrupleksi so vključeni tudi v regulacijo translacije, kar je bilo potrjeno tako z  
in vitro kot tudi z in vivo raziskavami. Rezultati nakazujejo na to, da G-kvadrupleksi, ki 
nastanejo iz RNA, sodelujejo pri regulaciji translacije številnih onkogenov. Poleg tega so 
vključeni tudi v uravnavanje replikacije DNA [7]. 
Za ustrezno biološko funkcijo mora biti uravnavana tako tvorba kot tudi razpad  
G-kvadrupleksov v določenem času, ki je specifičen za vsak celični tip. V zadnjih letih je 
vse več dokazov o prisotnosti G-kvadrupleksov in vivo in identifikaciji proteinov, ki 
specifično regulirajo zvijanje in razvijanje G-kvadrupleksa. Tvorba G-kvadrupleksov v 
človeških celicah je regulirana tudi skozi celični cikel [7]. 
1.3 i-motiv 
1.3.1 Struktura 
i-motivi so sekundarne strukture nukleinskih kislin, ki se lahko tvorijo znotraj DNA, ki 
vsebuje s citozini (C) bogata zaporedja. Jedro strukture se tvori iz dveh paralelnih 
dupleksov, ki sta interkalirana na antiparalelni način (Slika 3A). Struktura i-motiva je 
lahko sestavljena iz dveh ali štirih neodvisnih verig, pri čemer nastane bimolekularni oz. 
tetramolekularni i-motiv. Monomerni oz. intramolekularni i-motiv nastane z zvitjem ene 
same verige. Bimolekularni in intramolekularni i-motivi vsebujejo dve ali tri zanke, 
tetramolekularni i-motivi, ki nimajo regij z zankami, pa so negativno nabiti na obeh 
koncih. Gradnik strukture i-motiva predstavlja bazni par, ki vsebuje en nevtralni oz. 
deprotonirani citozin ter en pozitivno nabit oz. protonirani citozin na poziciji N3  
(Slika 3B). Nastane bazni par C-C+, ki je stabilen zaradi tvorbe treh vodikovih vezi in 
omogoča tvorbo paralelnega dupleksa, ki sestavlja strukturo i-motiva [10].  
 
Slika 3: A) Topologija intermolekularne strukture i-motiva. B) Bazni par citozin-
citozin+ (C-C+). C) Nalaganje interkaliranih baznih parov C-C+. Povzeto po [11]. 
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Prvo strukturo i-motiva so določili na heksamernem zaporedju d(TCCCCC) v kisli 
raztopini. Sestavljena je iz štirih verig, ki tvorijo dva dupleksa s paralelno orientacijo 
verig. Dupleksa sta interkalirana v antiparalelni orientaciji, verigi dupleksa pa se 
povezujeta s hemiprotoniranim baznim parom citozin-citozin+ (C-C+) [12].  
Zaradi zahteve po hemiprotoniranem baznem paru so sprva mislili, da i-motiv lahko 
nastane le pri nizkih pH. V novejših raziskavah pa je bilo dokazano, da se lahko tvori tudi 
pri nevtralnem pH, in sicer je to odvisno od zaporedja verige in pogojev okolice. Strukturo 
i-motiva so namreč opazili pri nevtralnih pH in nizkih temperaturah pri pogojih 
molekulske gneče. Stabilnost i-motiva je odvisna od zaporedja nukleotidov, temperature 
in ionske moči. Pri G-kvadrupleksih in dvoverižni DNA imajo zaradi nalaganja baz 
bistveno vlogo pri stabilnosti interakcije π-π. Pri i-motivih te interakcije ne predstavljajo 
tako velikega prispevka, saj je zaradi geometrije interkalacije prekrivanje med 
pirimidinskimi bazami manjše (Slika 3C). Ključne interakcije za stabilnost i-motiva 
predstavljajo hemiprotonirani citozinski bazni pari (C-C+), povezani z vodikovimi vezmi. 
Pod istimi eksperimentalnimi pogoji je bolj stabilna tista struktura i-motiva, ki vsebuje 
večje število baznih parov C-C+ [11]. 
1.3.2 Biološka vloga 
In vivo so i-motive v človeških celicah dokazali z uporabo protiteles, ki se z visoko 
afiniteto in specifičnostjo vežejo na i-motive, ki se tvorijo iz s C bogatih zaporedij DNA. 
Ta raziskava tudi razkriva, da se lahko i-motivi tvorijo v regulatornih regijah človeškega 
genoma in se njihovo število spreminja med različnimi fazami celičnega cikla. Veliko 
raziskav nakazuje, da je struktura i-motiva vpletena v uravnavanje transkripcije. Možno 
je, da i-motivi predstavljajo specifične motive, ki jih prepoznajo proteini, vključeni v 
aktivacijo transkripcije. Raziskuje se tudi njihov vpliv na inhibicijo telomerazne 
aktivnosti, vlogo in možen nastanek v centromernem zaporedju ter morebitno vlogo v 
regulaciji biosinteze DNA [11]. 
1.4 Gen c-myc 
c-myc je protoonkogen, ki je dereguliran v večini vrst tumorjev. Kodira za protein c-
MYC, ki je transkripcijski faktor s strukturo vijačnica-zanka-vijačnica in levcinsko 
zadrgo. c-MYC se veže na 10–15 % genov v človeškem genomu. Razpolovna življenjska 
doba tega proteina je 20–30 minut. V zdravih celicah ima vlogo pri proliferaciji, apoptozi 
in diferenciaciji. Začetne raziskave nakazujejo, da utišanje izražanja c-myc lahko vodi do 
apoptoze in celične smrti v rakavih celicah, medtem ko na zdravih celicah ne povzroča 
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trajne škode. To pomeni široko terapevtsko okno za specifično in efektivno antitumorsko 
terapijo [13]. 
Okrog 130 baznih parov navzgor od promotorja P1 gena c-myc se nahaja na nukleazo 
preobčutljiv element (NHE III1), ki sodeluje pri uravnavanju prepisovanja tega gena 
(Slika 4). Zaporedje NHEIII1 je bogato z gvanini in lahko tvori strukturo G-kvadrupleksa, 
iz komplementarne verige, bogate s citozini, pa lahko nastane struktura i-motiva (Slika 
5). Pogoj za pretvorbo NHEIII1 iz dvoverižne DNA najprej v enoverižno obliko in nato v 
G-kvadrupleks oz. i-motiv v celici je negativno dodatno zvitje (angl. negative 
supercoiling), ki nastane za RNA polimerazo ob prepisovanju [13, 14]. 
 
Slika 4: Zaporedje G-verige NHEIII1 iz gena c-myc. Povzeto po [13].  
 




Na G-kvadrupleks se lahko veže protein nukleolin, ki stabilizira njegovo strukturo, kar 
utiša prepisovanje c-myc [16]. Prepisovanje je utišano tudi preko stabilizacije  
G-kvadrupleksa z nekaterimi malimi molekulami, med drugim s kationskim porfirinom 
TMPyP4. Mutacija ene baze v zaporedju, ki tvori G-kvadrupleks, destabilizira njegovo 
strukturo in poveča izražanje c-myc za 3-krat [9]. i-motiv, ki se tvori na komplementarni 
s C bogati verigi, ima nasprotno vlogo kot G-kvadrupleks, in sicer lahko veže heterogeni 
jedrni ribonukleoprotein K (hnRNP K), kar aktivira transkripcijo [14]. 
Zaporedje NHEIII1 vsebuje več sklopov gvaninov, ki jih ločujeta po eden ali dva adenina 
oz. timina. Ta z G bogata veriga omogoča tvorbo štirih možnih topologij G-kvadrupleksa 
z glavno obliko, ki jo predstavlja paralelni intramolekularni G-kvadrupleks.  
G-kvadrupleks je sestavljen iz treh G-tetrad, ki so povezane preko dveh zank iz enega 
nukleotida ter ene zanke, sestavljene iz dveh nukleotidov. Med G-tetradami so prisotni 
kalijevi ioni, ki stabilizirajo strukturo (Slika 6) [17]. Zaradi možnega polimorfizma, ki 
otežuje raziskave z oligonukleotidi zaporedja iz NHEIII1, so vpeljani določeni koraki za 
zmanjšanje le-tega. Najpogostejši pristop je preko spremembe zaporedja. V primeru 
zaporedja, pri katerem je bila določena kristalna struktura G-kvadrupleksa (Slika 6), to 
pomeni, da je zaporedje skrajšano in namesto petih sklopov gvaninov vsebuje le štiri 
sklope, im. Pu22, oz. je skrajšano in nadalje modificirano z dodatkom baze. Slednje 
modificirano zaporedje se imenuje Pu24 [18].  
 
Slika 6: Kristalna struktura G-kvadrupleksa iz c-myc. Prikazan je dimer, ki se tvori v 
eni asimetrični enoti. Povzeto po [17]. 
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Pri določitvi strukture i-motiva iz zaporedja oligomera c-myc NHEIII1 s substituiranimi 
tremi bazami so odkrili, da je prisotno dinamično ravnotežje med različnimi strukturami 
i-motiva (Slika 7). Pri nastanku strukture i-motiva so najbolj favorizirani štirje zaporedni 
sklopi citozinov na 3`-koncu zaporedja [19]. 
 
Slika 7: Ravnotežje med strukturami i-motiva iz c-myc, določenimi na spremenjenih 
zaporedjih, im. C11T, C20T, C11,20,23T. Povzeto po [19]. 
V zadnjih letih se je več raziskav osredotočilo na vprašanje, ali G-kvadrupleks in i-motiv 
lahko nastaneta istočasno. Vprašanje, ali i-motiv in G-kvadrupleks lahko obstajata 
istočasno v komplementarnih enojnih verigah ali sta medsebojno izključujoča, je predmet 
razprave zaradi nasprotujočih si rezultatov raziskav [11].  
Ena prvih raziskav v tej smeri je bila raziskava vpliva negativnega dodatnega zvitja na 
nastanek G-kvadrupleksa in i-motiva v promotorski regiji c-myc ter vpliv nastanka teh 
struktur na izražanje genov. S pomočjo encimskega in kemijskega iskanja odtisov  
(angl. enzymatic and chemical footprinting) so pokazali, da sta tako struktura G-
kvadrupleksa kot tudi struktura i-motiva prisotni ob istem času na nasprotnih verigah z 
rahlim zamikom relativno drug na drugega, s prekrivanjem treh sklopov gvaninov oz. 
citozinov (Slika 8). Ob negativnem dodatnem zvitju štirje sosednji sklopi gvaninov na 5`-
koncu tvorijo paralelni G-kvadrupleks. Na 3`-koncu ostane previsni konec, dolg 14 
baznih parov. i-motiv nastane na komplementarni verigi, bogati s citozini, s 3` previsnim 
koncem dolžine petih baznih parov. Nastali strukturi sta zamaknjeni ena glede na drugo. 
 
9 
Dokazali so tudi, da se pri pogojih negativnega dodatnega zvitja (angl. negative 
supercoiling) i-motiv lahko tvori tudi pri nevtralnem pH [15].  
 
Slika 8: Nastanek G-kvadrupleksa in i-motiva v c-myc. Povzeto po [13]. 
V kasnejši raziskavi so pokazali, da sta G-kvadrupleks in i-motiv v promotorju c-myc v 
NHEIII1 medsebojno izključujoča. Odkrili so, da se zaporedje, bogato z gvanini, lahko 
zvije v strukturo G-kvadrupleksa pri pH 7,4 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov, 
medtem ko se s citozini bogata veriga zvije v strukturo i-motiva pri pH 5,5 in 100 mM 
koncentraciji litijevih ionov. Pri pogojih, ki so naklonjeni tvorbi obeh struktur, pH 5,5 in 
100 mM koncentraciji kalijevih ionov, se tvori ali struktura G-kvadrupleksa ali pa 
struktura i-motiva, vendar ne obe, kar avtorji pripisujejo medsebojni sterični oviranosti 
[14].  
V bolj nedavnem delu, v katerem so raziskovali tvorbo G-kvadrupleksa in i-motiva iz 
telomernih zaporedij DNA ter iz zaporedij DNA iz promotorjev nekaterih genov, so 
opazili, da se G-kvadrupleks in i-motiv lahko tvorita sočasno, ko sta zaporedji, ki tvorita 
G-kvadrupleks in i-motiv, dovolj odmaknjeni. Predvidevajo, da se medsebojna 
izključenost ureja preko sterične oviranosti med strukturama, ki nastaneta iz 
komplementarnih verig. Možno je, da strukturi i-motiva in G-kvadrupleksa igrata 
nasprotni biološki vlogi na isti lokaciji v genomu, v kolikor drži, da ne moreta nastati 
istočasno [20]. Več raziskav nakazuje na to, da tvorba G-kvadrupleksa utiša transkripcijo, 
medtem ko tvorba i-motiva vodi do aktivacije izražanja genov. Opažanje, da je najvišje 
število i-motivov in G-kvadrupleksov v jedrih celic opaženo v različnih fazah celičnega 




2 Namen dela in hipoteze 
Namen dela je obravnava pretvorb oligonukleotidnega zaporedja iz promotorske regije 
protoonkogena c-myc med strukturami G-kvadrupleksa in i-motiva ter dvoverižno DNA. 
Pri delu smo za opazovanje strukturnih sprememb uporabili naslednje spektroskopske 
tehnike: CD-spektroskopijo, UV-spektroskopijo in fluorescenčno spektroskopijo.  
2.1 Hipoteze 
Oblikovali smo naslednje hipoteze: 
1. Pri pH 7,4 se bo iz enojne z gvanini bogate verige (G-verige) tvoril  
G-kvadrupleks, i-motiv iz komplementarne s citozini bogate verige pri teh pogojih 
ne bo nastal. 
2. Pri pH 5,0 se bo iz enojne s citozini bogate verige (C-verige) tvoril i-motiv, iz 
enojne z gvanini bogate verige pa se bo tvoril G-kvadrupleks. 
3. Struktura G-kvadrupleksa se pri spreminjanju pH od 7,4 do 5,0 ne bo bistveno 
spremenila.  
4. Ob dodatku komplementarne verige enoverižnemu oligonukleotidu v obeh 
omenjenih območjih pH pričakujemo nastanek dvoverižne DNA. Pričakujemo, da 
bo ravnotežje pri pH 5,0 bolj pomaknjeno v smer i-motiva in G-kvadrupleksa. 
5. Pri pH 5,0 bomo lahko določili sestavo ravnotežne zmesi in termodinamske 




3 Eksperimentalni del 
3.1 Materiali 
Pri delu sem uporabljala kemikalije, navedene v Tabeli 1. 




Proizvajalec Faza uporabe 
kalijev dihidrogenfosfat KH2PO4 Merck priprava pufra 
dikalijev hidrogenfosfat K2HPO4 Merck priprava pufra 
kalijev hidroksid KOH Merck 
priprava pufra, 
titracija 
kalijev klorid KCl Merck priprava pufra 
deionizirana voda H2O / 
priprava 
raztopin 
ocetna kislina CH3COOH Merck priprava pufra 








Sigma-Aldrich priprava pufra 
klorovodikova kislina HCl Merck titracija 
akrilamid : bisakrilamid, 
razmerje 19 : 1 
C3H5NO Sigma-Aldrich elektroforeza 

















5-kratni nanašalni pufer 
za nukleinske kisline 
/ Bio-Rad elektroforeza 
etidijev bromid C21H20BrN3 Fluka elektroforeza 




Pri delu z eksperimentalnimi metodami UV-spektroskopije, CD-spektroskopije in gelske 
elektroforeze sem uporabila oligonukleotida Pu24C in Pu24G (Tabela 2). V sklopu merjenja 
fluorescenčnih spektrov sem uporabila nukleotidni zaporedji z vezanim parom FRET: cianinom 
3 kot donorjem, vezanim na C-verigo (Pu24C-Cy3), ter cianinom 5 kot akceptorjem, vezanim 
na G-verigo (Pu24G-Cy5) (Tabela 2). 
Tabela 2: Oligonukleotidi, uporabljeni za pripravo vzorcev DNA pri eksperimentalnem delu. 
Ime Zaporedje Proizvajalec 
Pu24C 5`-CCTTCCCCACCCTCCCCACCCTCA-3` Sigma Aldrich 
Pu24G 5`-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG-3` Sigma Aldrich 
Pu24C-Cy3 5`-CCTTCCCCACCCTCCCCACCCTCA[Cy3]-3` Sigma Aldrich 




3.2 Merilni instrumenti 
Tekom dela sem uporabljala instrumente, navedene v Tabeli 3. 
Tabela 3: Instrumenti, uporabljeni pri eksperimentalnem delu. 
Merilni instrument Model in proizvajalec Uporaba 
tehtnica Mettler Toledo (Greifensee, 
Švica) 
tehtanje 
pH-meter, elektroda Iskra MA 5740 (Iskra Kranj, 
Slovenija) 









CD-spektropolarimeter Jasco J1500 
Spectropolarimeter (Jasco 
incorporated, Easton, ZDA) 
merjenje CD-spektrov, 
toplotna denaturacija 




UV-kamera G-box (Syngene, 
Cambridge, Anglija) 
 
slikanje gela po 
elektroforezi 
 
Za odmerjanje manjših volumnov sem uporabila avtomatske pipete FinnpipetteTMF1 (2–20 µl, 
10–100 µl, 20–200 µl in 100–1000 µl) proizvajalca Thermo Scientific (Waltham, ZDA). Za 




3.3 Priprava pufrov 
Za eksperimente pri pH 7,4 sem uporabila fosfatni pufer (Tabela 4). Končna koncentracija 
fosfata v pufru je bila 20 mM. Pufer sem pripravila tako, da sem natehtala KH2PO4, K2HPO4 in 
EDTA ter jih raztopila v vodi. S KOH sem zvišala pH do 7,4 in dodala KCl do 100 mM končne 
koncentracije kalijevih ionov.  
Tabela 4: Sestava fosfatnega pufra pri pH 7,4. 
Reagent Koncentracija v  




K+ ioni 100 
 
Eksperimente pri pH 5,0 sem izvajala v acetatnem pufru (Tabela 5). Končna koncentracija 
acetata v pufru je bila 10 mM. Pufer sem pripravila tako, da sem v vodo odmerila ustrezno 
količino ledocetne kisline in s KOH zvišala pH na vrednost 5,0. KCl sem dodala do 100 mM 
končne koncentracije kalijevih ionov. Zaradi načina priprave vzorca sem oba pufra pripravila 
v 2-kratni končni koncentraciji. 
Tabela 5: Sestava acetatnega pufra pri pH 5,0. 
Reagent Koncentracija v 
 končnem volumnu [mM] 
CH3COOH 10 
EDTA 0,1 





3.4 Priprava vzorca DNA 
Pri raziskavah pretvorbe med dvoverižno obliko DNA, i-motivom in G-kvadrupleksom na  
CD- in UV-spektrofotometru sem uporabljala vzorca Pu24C in Pu24G proizvajalca Sigma 
Aldrich. Vzorca sta trdna, liofilizirana. Pu24C vsebuje nukleotidno zaporedje iz promotorja  
c-myc, bogato s citozini, dolgo 24 baznih parov: 5`-CCTTCCCCACCCTCCCCACCCTCA-3` 
(im. C-veriga). Pu24G predstavlja njemu komplementarno zaporedje, prav tako dolgo  
24 baznih parov in bogato z gvanini: 5`-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG-3`  
(im. G-veriga). 
Za pripravo vzorca sem pripravila 2-kratni fosfatni oz. acetatni pufer. Vzorec sem pripravila 
tako, da sem dodala 2-kratni pufer do polovice končnega volumna, nato dodala ustrezen 
volumen založne raztopine DNA v deionizirani vodi ter dopolnila z deionizirano vodo do 
končnega volumna.  
Za eksperimente, pri katerih sem vzorce titrirala s HCl in KOH v območju med pH 7,4 in 5,0, 
sem kot topilo uporabila 100 mM KCl. Pripravila sem 200 mM KCl in ga pri pripravi vzorca 
dodala polovico končnega volumna. Drugo polovico volumna sem zapolnila z ustrezno količino 
založne raztopine oligonukleotida v deionizirani vodi, da sem dobila želeno koncentracijo, ter 






Pri UV-Vis-spektroskopiji opazujemo absorpcijo svetlobe s strani vzorca v območju valovne 
dolžine svetlobe 185–900 nm. Ioni oz. molekule v vzorcu interagirajo s fotoni iz svetlobnega 
vira. Ko je vzorec izpostavljen svetlobi z energijo, ki se ujema z energijsko razliko med 
elektronskima nivojema v molekuli, molekula delež energije absorbira in elektroni preidejo na 
višji energijski nivo. Spektrometer meri intenziteto prepuščene svetlobe skozi vzorec pri 
različnih valovnih dolžinah [21]. Transmitanca (T) je izražena z Enačbo 1, kjer I0 predstavlja 
intenziteto vstopnega žarka ter I intenziteto prepuščenega žarka. Absorbanca (A) je podana kot 
negativni logaritem transmitance (Enačba 2) [22]. Dobljeni spekter prikazuje odvisnost 
absorbance vzorca od valovne dolžine vhodne svetlobe. Valovna dolžina, pri kateri vzorec 





 A = −log⁡(T) (2) 
Za vzorce raztopin in plinov velja Beer-Lambertov zakon (Enačba 3). ε predstavlja molarni 
ekstinkcijski koeficient opazovane snovi, c molarno koncentracijo preiskovane snovi in  
l dolžino svetlobne poti skozi vzorec. ε je številska vrednost, značilna za molekule, ki 
absorbirajo; velja pri določeni valovni dolžini vstopnega žarka. Lahko je odvisna od okolja, v 
katerem se molekule nahajajo, npr. od polarnosti topila [22]. 
 A = εlc (3) 
Sestava spektrofotometra je prikazana na Sliki 9. Svetloba iz vira je preko monokromatorja 
fokusirana na vzorec in referenco. V dvožarkovnih napravah je svetlobni žarek razdeljen, tako 
da lahko vzorec in referenco merimo sočasno. Svetloba za tem vstopi v detektor, tako 
instrument lahko intenziteto, ki gre skozi vzorec (I) in skozi referenco (I0), elektronsko primerja 




Slika 9: Sestavni deli UV-spektrofotometra. Povzeto po [22]. 
Nukleinske kisline močno absorbirajo UV-svetlobo okoli 260 do 270 nm zaradi prehodov 
ππ* v aromatskih obročih purinov (adenin, gvanin) in pirimidinov (uracil, citozin, timin). 
Ogrodje iz fosfatnih sladkorjev absorbira le v daljnem UV-območju. Spektri DNA in RNA so 
precej občutljivi na konformacijo, nalaganje nukleotidnih kromoforjev v helično strukturo 
namreč vodi do hipokromnosti. Helični polinukleotidi imajo zaradi interakcij pri nalaganju baz 
absorbanco pri 260 nm nižjo kot pri prostih nukleotidih. Dvoverižna helična DNA ima nižjo 
absorbanco pri 260 nm kot denaturirana, ki se nahaja v obliki enojnih verig. Absorbanca se 
lahko poviša tudi do 40 %, kar je zelo uporabno pri merjenju termične denaturacije  
(angl. melting) polinukleotidov v raztopini [22]. 
3.5.2 Diferenčni spektri 
UV-Vis-spektroskopijo je možno uporabiti za spremljanje konformacijskih sprememb ali 
vezavnih procesov pri bioloških makromolekulah. Spremembe v UV-Vis-spektrih pri 
omenjenih procesih so običajno relativno majhne, zato jih je težko opaziti direktno iz 
posameznih spektrov. V takih primerih so lahko zelo uporabni diferenčni spektri. Diferenčni 
spekter dobimo z odštevanjem originalnega spektra od spektra spremenjenega vzorca [22]. 
Primer diferenčnega spektra predstavlja termični diferenčni spekter (angl. thermal difference 
spectrum, TDS) za nukleinske kisline. TDS je spekter, ki ga dobimo z odštevanjem UV-spektra 
zvite oblike nukleinske kisline od UV-spektra razvite oblike. V izračunu uporabimo spektra 
nad in pod temperaturo polovice prehoda (Tm). TDS ima specifično obliko, značilno za 




3.5.3 Izvedba eksperimenta 
Koncentracijo vzorcev sem določila preko merjenja absorbance pri 260 nm na dvožarkovnem 
UV-spektrofotometru (Cary 100, UV-Vis). Najprej sem v merilno kiveto vstavila pufer in 
pomerila absorbanco le-tega. Izmerjeno vrednost absorbance pufra kasneje ob meritvi 
absorbance vzorca instrument odšteje. Za izračun koncentracije vzorcev sem uporabila 
ekstinkcijski koeficient, izračunan s pomočjo metode najbližjih sosedov pri 25 °C [24] za 
oligonukleotida Pu24G in Pu24C. Vrednosti obeh uporabljenih ekstinkcijskih koeficientov so 
navedene v Tabeli 6. Absorbanco vzorcev sem izračunala po Enačbi 3. 
Tabela 6: Ekstinkcijska koeficienta pri 260 nm (ε260) za oligonukleotida Pu24G in Pu24C. 




Toplotno denaturacijo vzorcev na dvožarkovnem UV-spektrofotometru sem izvedla pri hitrosti 
segrevanja in ohlajanja 1 °C/min. Začetna temperatura segrevanja je bila 25 °C, končna 
temperatura pa 95 °C. Pri meritvi sem v vzorčni blok vstavila kiveto z vzorcem, v referenčni 
blok pa kiveto s pufrom, torej slepim vzorcem. Instrument je zaradi tega z dvožarkovnim 
merjenjem lahko odštel prispevek absorbance pufra od absorbance vzorca. Toplotno 
denaturacijo vzorcev pri titraciji dupleksa sem izvedla pri pH 7,4 in 4,5 pri hitrosti segrevanja 
in ohlajanja 0,1 °C/min, v območju med 25 °C in 85 °C, pri valovni dolžini 260 nm.  
Tekom toplotne denaturacije na UV-spektrofotometru sem izvedla tudi meritev UV-spektrov 
za uporabo pri izračunu TDS. UV-spekter sem vzorcu pomerila pred segrevanjem pri 25 °C, pri 
95 °C ter po segrevanju pri 25 °C. UV-spektre sem merila v območju med 210 in 330 nm. 
Bazno linijo sem izmerila po tem, ko sem vstavila kiveti s pufrom tako v vzorčni kot tudi v 
referenčni blok. Dobljen UV-spekter bazne linije sem odštela od UV-spektra vzorca. TDS sem 
izračunala tako, da sem UV-spektru pri 95 °C odštela UV-spekter pri 25 °C in tako dobila 
diferenčni spekter. Vrednosti sem nato za kvalitativno primerjavo spektrov normalizirala tako, 
da sem med dobljenimi poiskala maksimalno vrednost razlik absorbanc in z njo delila vse 






CD-spektroskopija je absorpcijska spektroskopija, ki za študij strukture optično aktivnih 
molekul uporablja krožno polarizirano svetlobo. Uporablja se predvsem za študij strukture in 
strukturnih sprememb bioloških makromolekul. Merjeni signal je razlika v absorpciji desno- in 
levokrožno polarizirane svetlobe s strani kiralnih molekul (Enačba 4). AL in AD predstavljata 
absorbanco vzorca pri določeni valovni dolžini za levo- in desnokrožno polarizirano svetlobo.  
 ΔA = AL − AD (4) 
Kot merilo za cirkularni dikroizem se iz zgodovinskih razlogov pogosto uporablja eliptičnost 
(θ). Eliptičnost in ΔA sta povezani preko enačbe: 




Za prikaz CD-spektrov pogosto uporabljamo molarno eliptičnost, kjer c predstavlja molarno 





Merjenje CD-spektrov se izvaja na spektropolarimetru (Slika 10), ki je po principu podoben 
enožarkovnemu spektrofotometru, s ključno razliko, da uporablja krožno polarizirano svetlobo. 
Krožno polarizirano svetlobo je možno generirati na elektro-optičnem modulatorju s pomočjo 
piezoelektričnega kristala iz kvarca, ki je izpostavljen spreminjajočemu se električnemu polju. 
Vzorec je izmenično obsevan z levo (L) in desno (R) krožno polarizirano svetlobo [22].  
 
Slika 10: Sestavni deli CD-spektropolarimetra. Povzeto po [22]. 
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Večina bioloških makromolekul je asimetričnih oz. optično aktivnih, kar se odraža v značilnem 
CD-spektru za določeno strukturo. Asimetrija je lahko prisotna na nivoju primarne, sekundarne 
ali terciarne strukture [24]. Purinske in pirimidinske baze nukleinskih kislin niso intrinzično 
kiralne, a imata DNA in RNA kljub temu značilne CD-spektre v bližnjem in daljnem  
UV-območju. Razlog za to je v sekundarni strukturi vijačnice [22].  
3.6.2 Izvedba eksperimenta 
CD-spektre vzorcev sem merila s CD-spektrofotometrom (Jasco J1500) pri 25 °C v območju 
od 210 do 350 nm. CD-spekter bazne linije sem dobila z meritvijo CD-spektra pufra v isti kiveti, 
kot sem predhodno merila vzorec. 
Toplotno denaturacijo na CD-spektrofotometru sem izvajala s hitrostjo segrevanja 1 °C/min in 
hitrim ohlajanjem nazaj na 25 °C. Začetna temperatura je bila 8 °C, najvišja temperatura 98 °C 
ter povratek z ohlajanjem do 25 °C. Na vsakih 5 °C je bil merjen CD-spekter v območju med 
220 in 310 nm. 
Odvisnost-CD spektrov od pH sem pridobila s pomočjo titracije vzorcev s HCl in KOH. Vzorec 
sem pripravila v 100 mM KCl. Izmerila sem začetni pH in ga preko dodatkov KOH ustrezne 
koncentracije zvišala do 7,4. Titracijo sem izvajala v 0,5 cm kiveti, v kateri sem po dodatku 
titranta s pomočjo mikroelektrode pomerila pH vzorca. Vzorec sem po dodatku titranta mešala 
s 200 µl pipeto. Ko sem pH znižala do želene vrednosti, sem vzorcu izmerila CD-spekter pri 25 
°C med 210 in 350 nm. Vrednost pH sem znižala do 4,5 in nato titracijo in merjenje  
CD-spektrov ponovila v obratni smeri do pH 7,4. Pri pH 4,5 in končnem pH 7,4 sem izvedla 





3.7 Nativna gelska elektroforeza 
3.7.1 Osnove 
Gelska elektroforeza je laboratorijska tehnika v molekularni biologiji, ki se uporablja za 
identifikacijo, kvantifikacijo in čiščenje nukleinskih kislin. Tehnika obsega vzpostavitev 
električnega polja na mešanico nabitih molekul, kar povzroči, da se le-te začnejo premikati 
skozi gel. Njihova hitrost potovanja skozi gel je odvisna od velikosti, naboja in strukture. 
Fosfatne skupine deoksiribozno-fosfatnega ogrodja DNA so negativno nabite pri nevtralnem 
do bazičnem pH. Kot tak vsak nukleotid nosi neto negativni naboj, kar pomeni, da je celoten 
naboj molekule nukleinske kisline sorazmeren celotnemu številu nukleotidov oz. masi celotne 
molekule. Z drugimi besedami, za DNA je značilno konstantno razmerje naboja z maso. Kot 
rezultat tega je njihova mobilnost v večjem delu odvisna le od velikosti, če imajo primerljivo 
strukturo. Ko so izpostavljene električnemu polju, nukleinske kisline potujejo od negativne 
elektrode (katode) proti pozitivni elektrodi (anodi), s tem, da se krajši fragmenti premikajo 
hitreje kot daljši, kar se odraža v ločitvi glede na velikost (Slika 11) [25]. 
 
Slika 11: Shema gelske elektroforeze. Povzeto po [26]. 
Poliakrilamidni gel sestavljajo enote monomera akrilamida, zamreženega z bisakrilamidom. 
Polimerizacija poteče preko reakcij s prostimi radikali. Iniciator je običajno amonijev persulfat 
(APS), katalizator pa TEMED. Poliakrilamidni gel je pripravljen tudi iz ionske raztopine z 
električno prevodnostjo, ki med elektroforezo omogoči mobilnost nukleinskim kislinam. 
Običajno je enak tip pufra uporabljen tudi za elektroforezni pufer. Po ločitvi DNA na gelu je 
potrebna vizualizacija DNA. Pogosto se uporablja etidijev bromid (EtBr). EtBr je fluorescenčno 
barvilo z visoko občutljivostjo zaznave [27].  
Vloga pufra pri elektroforezi je zagotavljanje ionov, ki prenašajo električni tok, pufer pa poleg 
tega tudi vzdržuje želeni pH. McLellanovi pufri so bili razviti za izvajanje elektroforeze 
proteinov v njihovem nativnem stanju. Njihov nabor sega od pH 3,8 do 10,2 [28]. 
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3.7.2 Izvedba eksperimenta 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo sem izvajala pri pH 5,0 in 100 mM koncentraciji kalijevih 
ionov. Da bi zadostila želenim pogojem, sem združila in modificirala že opisane protokole za 
gelsko elektroforezo pri kislih pogojih [28, 29] in predpisani koncentraciji kalijevih ionov [30]. 
Elektroforezni pufer sem pripravila v 5-kratni končni koncentraciji, ki je znašala 400 mM  
β-alanina in 200 mM ocetne kisline. Pri pripravi pufra je po dodatku β-alanina in ocetne kisline 
pH raztopine znašal 4,4. Z dodajanjem KOH sem pH zvišala do 5,0. Pufer s kalijevimi ioni za 
v ločevalni gel je vseboval 10 mM acetat, 0,1 mM EDTA ter 346 mM koncentracijo kalijevih 
ionov, ki sem jih zagotovila z dodatkom KCl. Preden sem pufer vlila v elektroforezno celico, 
sem ga razredčila do 1-kratne koncentracije. 
Uporabila sem aparaturo proizvajalca Scie-Plas, ki sem jo sestavila po njihovih navodilih. 
Pripravila sem 22% ločevalni gel (Tabela 7), ki sem ga vlila med stekelci, dodala glavniček za 
tvorbo žepkov in počakala, da je gel polimeriziral. Polimeriziran gel sem skupaj s stekelci 
vstavila v aparaturo in dolila elektroforezni pufer. Odstranila sem glavniček in iz žepkov 
odstranila mehurčke. Vsi vzorci z DNA za nanos na gel so imeli enak končni volumen, ki je 
znašal 12 µl (Tabela 8). Poleg vzorcev DNA sem na gel nanesla tudi standard za nukleinske 
kisline Gene Ruler, ki je vseboval dvoverižno DNA velikosti 10, 15, 20, 25, 35, 50, 75, 100, 
150, 200, 300 baznih parov. Raztopino lestvice za nanos sem pripravila v končnem volumnu  
5 µl: 0,66 µl 50% (w/v) glicerola, 2,0 µl lestvice in 2,32 µl deionizirane vode. Za opazovanje 
hitrosti potovanja DNA sem na gel nanesla tudi vzorec nanašalnega pufra z barvilom v končnem 
volumnu 12 µl: 1,6 µl 50% (w/v) glicerola, 2,4 µl nanašalnega pufra in 8,0 µl deionizirane 
vode. Elektroforeza je tekla 4 h in 25 min pri napetosti 110 V in toku 300 mA pri 25 °C. Po 
končani elektroforezi sem DNA na gelu obarvala z etidijevim bromidom tako, da sem gel  
5 minut inkubirala v 10% raztopini etidijevega bromida. Gel sem nato slikala s kamero G-box 
z metodo slikanja z UV-svetlobo.   
Tabela 7: Sestava ločevalnega gela. 
Reagent Volumen 
(µl) 
akrilamid : bisakrilamid, razmerje 19 : 1 4400 
acetatni pufer s kalijevimi ioni 1800 
5-kratni elektroforezni pufer 1600 
deionizirana voda 114 























G-veriga 100 5,32 / 5,08 1,6 





2,66 2,38 5,36 1,6 
3.8 Fluorimetrija 
3.8.1 Osnove 
Fluorimetrija ali fluorescenčna spektroskopija meri fluorescenco vzorca po vzbujanju s 
svetlobo določene valovne dolžine. Po absorbciji do elektronskega singletnega 
vzbujenega stanja večina atomov in molekul preide neradiativno nazaj v osnovno stanje 
s prenosom energije v okolico v obliki toplote. Nekatere molekule pri prehodu v osnovno 
stanje fluorescirajo, pri čemer majhen delež vzbujenih molekul preide nazaj v osnovno 
stanje z emisijo fotonov. Fluorescenčno sevanje je sproščeno v vse smeri. Opišemo ga s 
kvantnim izkoristkom fluorescence (ΦF) (enačba 7). kr predstavlja konstanto hitrosti 
prehoda molekul iz vzbujenega stanja v osnovno stanje s fluorescenco, knr pa vsoto 





Intenziteto fluorescence opišemo z enačbo 8, kjer ΦF predstavlja kvantni izkoristek 
fluorescence, Iabs, λvz intenziteto absorbirane svetlobe pri valovni dolžini vzbujanja λvz ter 
z faktor, odvisen od nastavitev instrumenta. 
 F = z ∗ Iabs,λvz ∗ ΦF⁡ (8) 
Fluorescenco merimo s pomočjo spektrofluorimetra (Slika 12). Sestavljen je iz vira 
svetlobe in ekscitacijskega monokromatorja, ki proizvede žarek svetlobe izbrane valovne 
dolžine, ki pade na vzorec. Pravokotno glede na žarek se nahajata emisijski 
monokromator in za njim detektor, ki posname svetlobo, ki jo izseva vzorec.  
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Emisijski spekter pridobimo z vzbujanjem vzorca pri izbrani valovni dolžini in s 
snemanjem spektra svetlobe, odsevane iz vzorca [22]. 
 
Slika 12: Shema fluorimetra. Povzeto po [22]. 
3.8.2 Prenos energije z resonanco fluorescence (FRET) 
FRET je proces, pri katerem se energija prenese neradiativno, preko van der Waalsovih 
interakcij: induciran dipol – induciran dipol. Prenos poteče med donorsko in akceptorsko 
molekulo. FRET temelji na bližnji fizični interakciji donorja in akceptorja ter lahko 
poteče le v primeru, ko je razdalja med donorjem in akceptorjem manjša kot 10 nm. 
Zaradi tega se FRET lahko uporablja za določitev interakcij med molekulami oz. razdalje 
med molekulami pod resolucijo klasičnega svetlobnega mikroskopa. Pogoj za potek 
FRET je, da se emisijski spekter donorja prekriva z ekscitacijskim spektrom akceptorja.  
Ko je akceptor fizično bližje vzbujenemu donorju, se energija prenese neradiativno z 
donorja na akceptor. Intenziteta emisije donorja se pri tem zmanjša, emisija akceptorja pa 
se zvišuje. Primer para molekul, uporabnega za FRET, predstavljata cianin 5 (Cy5) in 
cianin 3 (Cy3). Cy3 predstavlja donorsko molekulo, Cy5 pa akceptorsko. Kot rezultat 
FRET se intenziteta vrha emisijskega spektra donorja Cy3 pri 570 nm zmanjšuje, vrh 





Slika 13: Integral prekrivanja J(λ) med parom FRET Cy3 (donorja) in Cy5 
(akceptorja). Deks – ekscitacijski spekter donorja, Dem – emisijski spekter donorja, Aeks – 
ekscitacijski spekter akceptorja, Aem – emisijski spekter akceptorja. Povzeto po [31]. 
3.8.3 Izvedba eksperimenta 
Meritve sem izvedla na fluorimetru LS 55. Za vse eksperimente sem uporabila 
oligonukleotid G-verige z vezanim akceptorjem Cy5 in oligonukleotid C-verige z 
vezanim donorjem Cy3.  
Za pripravo vzorca pri pH 7,4 sem uporabila 2-kratni fosfatni pufer, ki sem ga dodala v 
polovični končni volumen vzorca, dodala ustrezen volumen založne raztopine 
oligonukleotida z donorjem v deionizirani vodi in dopolnila z deionizirano vodo do 
končnega volumna. Pripravila sem vzorec, ki je vseboval 0,1 µM C-verigo v 20 mM 
fosfatnem pufru, 100 mM koncentracijo kalijevih ionov pri pH 7,4. Pomerila sem spekter 
na 1. dan priprave vzorca in 4. dan po pripravi vzorca. Spektra sem primerjala s spektrom 




Za eksperiment, kjer sem pri pH 5,0 snemala spektre pri različnih množinskih razmerjih 
C- in G-verige, sem najprej pripravila vzorec z 0,1 μM koncentracijo C-verige z vezanim 
Cy3 v 10 mM acetatnem pufru pri pH 5,0 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov. Nato 
sem pripravljeni raztopini dodajala 1,90 μM raztopino G-verige z vezanim Cy5 v 10 mM 
acetatnem pufru s 100 mM koncentracijo kalijevih ionov. Volumni dodatkov so bili enaki. 
Po vsakem dodatku sem pomerila emisijski spekter. Tako sem dobila emisijske spektre 
za različna množinska razmerja med C- in G-verigo. Začela sem z množinskim razmerjem 
C : G = 1 : 0 in nadaljevala do C : G = 1 : 2. Spekter končnega vzorca sem nato pomerila 
tudi po 12 dneh. 
Časovno odvisnost emisijskih spektrov dupleksa sem spremljala pri pH 5,0 in pH 7,4. 
Pripravila sem 0,1 µM raztopino dupleksa v 10 mM acetatnem pufru s 100 mM 
koncentracijo kalijevih ionov pri pH 5,0. Vzorec pri pH 7,4 je vseboval 0,1 µM dupleks 
v 20 mM fosfatnem pufru s 100 mM koncentracijo kalijevih ionov. Le-tega sem segrela 
na fluorimetru s 25 °C na 95 °C ter nato hitro ohladila na 25 °C. Emisijske spektre sem 
merila v časovnem razmiku enega oz. več dni. 
Pri vseh eksperimentih sem emisijske spektre merila v območju od 540 do 740 nm. 
Vzorec sem vzbujala pri 515 nm. Širino ekscitacijske reže na fluorimetru sem nastavila 
na 6,0 nm, emisijske reže pa na 18,0 nm. Hitrost snemanja spektra je bila 200 nm/min.  
Pri spektrih, ki niso bili posneti v istem dnevu, sem upoštevala faktor popravka zaradi 
napake instrumenta. Pridobila sem ga tako, da sem pripravila 0,1 µM raztopino rodamina 
6G v 96% etanolu, ki sem jo uporabila pri vseh nadaljnjih meritvah. Spekter sem merila 
v območju od 490 nm do 720 nm, vzorec sem vzbujala pri 480 nm. Širino ekscitacijske 
reže na fluorimetru sem nastavila na 2,5 nm, emisijske reže pa na 4,0 nm. Hitrost 
snemanja spektra je bila 60 nm/min. Na dan meritve vzorcev DNA sem izmerila tudi 
spekter raztopine rodamina. Naredila sem 3 tehnične ponovitve in nato izračunala 
povprečje vrednosti intenzitete spektra pri 550 nm (x̄550), ki predstavlja maksimum 
emisijskega spektra rodamina. Povprečje vrednosti intenzitet sem nato upoštevala pri 





Pri rezultatu sem napako instrumenta upoštevala tako, da sem dobljene intenzitete meritev 
vzorcev DNA 2. dneva pomnožila s faktorjem popravka (Enačba 9). 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 C-veriga 
4.1.1 CD-spektroskopija 
Nastanek strukture i-motiva pričakujemo v kislih raztopinah, saj je za njegov nastanek potrebna 
protonacija citozinov [32]. Izvedla sem toplotno denaturacijo vzorca C-verige (Pu24C) v 
fosfatnem pufru pri pH 7,4 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov in zatem pomerila  
CD-spekter. Po pričakovanjih nisem dobila značilne oblike spektra za i-motiv, temveč obliko 
spektra C-verige pri nevtralnem pH kot v [32, 33] (Slika 14).  
C-verigo sem nato pripravila tudi v kisli raztopini, v acetatnem pufru pri pH 5,0 in 100 mM 
koncentraciji kalijevih ionov. Pomerila sem CD-spekter, nato izvedla toplotno denaturacijo 
vzorca na CD-spektrofotometru s snemanjem CD-spektrov pri različnih temperaturah  
(Slika 15). Pri pH 5,0 sem dobila obliko CD-spektra, značilno za i-motiv (Slika 14), kar je v 
skladu s pričakovanji [32, 33]. Po ohladitvi nazaj na 25 °C sem ponovno pomerila CD-spekter 
in nato spremljala časovno odvisnost CD-spektrov (Slika 16). Po toplotni denaturaciji se 
intenziteta vrha pri 286 nm opazno zmanjša, kar nakazuje na to, da se konformacija i-motiva 
po segrevanju spremeni. Obliko-CD spektra sem posnela tudi po enem dnevu po toplotni 
denaturaciji in po dobrem mesecu. CD-spekter se ni več spreminjal. 
 
Slika 14: CD-spektra C-verige pri 25 °C pri pH 7,4 po toplotni denaturaciji (rdeče),  
c(DNA) = 4,91 µM, ter pri pH 5,0 pred toplotno denaturacijo (modro), c(DNA) = 4,74 µM; 



























Slika 15: CD-spektri, posneti ob toplotni denaturaciji vzorca C-verige pri pH 5,0 in 100 mM 
koncentraciji kalijevih ionov, c(DNA) = 4,85 µM. 
 
Slika 16: CD-spektri C-verige pri 25 °C, pH 5,0 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov pred 





















Za opazovanje reverzibilnosti toplotne denaturacije C-verige v obliki i-motiva sem izvedla 
segrevanje in ohlajanje omenjene verige na UV-spektrofotometru v acetatnem pufru pri pH 5,0 
in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov. Vzorce sem segrevala in ohlajala s hitrostjo 1 °C/min 
v območju 25 °C do 95 °C in nazaj do 25 °C. Začetna vrednost absorbance pred segrevanjem 
in končna vrednost po ohlajanju pri 25 °C se razhajata, opazimo histerezo (Slika 17). Iz tega 
sklepamo, da se po denaturaciji i-motiv zvije v konformacijo, ki se razlikuje od prvotne 
konformacije pred segrevanjem. Rezultati nakazujejo na to, da proces ni reverzibilen, saj 
opazimo, da proces zvitja ne poteka po isti poti kot proces razvitja. Rezultati so skladni s 
predhodnimi raziskavami [33]. 
 
Slika 17: UV talilni krivulji za vzorec C-verige, posneti pri 260 nm, pri pH 5,0 in 100 mM 



















TDS je razlika med UV-spektrom razvite in zvite oblike pri temperaturah nad in pod 
temperaturo polovice prehoda (Tm). Ima specifično obliko, značilno za določeno strukturo 
nukleinske kisline [23]. TDS C-verige sem izračunala tako pri pH 7,4 kot tudi pri pH 5,0. 
Vzorcu C-verige v fosfatnem pufru in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov pri pH 7,4 sem 
pomerila UV-spekter pri 25 °C in nato izvedla toplotno denaturacijo na UV-spektrofotometru, 
med katero sem pridobila UV-spekter pri 95 °C (Slika 18A). Po končani denaturaciji sem 
ponovno pomerila UV-spekter pri 25 °C (Slika 18A). Za izračun TDS sem uporabila  
UV-spekter po denaturaciji pri 25 °C in UV-spekter pri 95 °C. Vrednosti sem za kvalitativno 
primerjavo spektrov normalizirala tako, da sem jih delila z maksimalno vrednostjo razlike 
absorbance. Dobila sem obliko TDS, ki ne ponazarja oblike spektra i-motiva, saj pri nevtralnem 
pH le-ta po pričakovanjih ne nastane (Slika 19). TDS C-verige sem pridobila tudi v acetatnem 
pufru, 100 mM koncentraciji kalijevih ionov, pri pH 5,0. Za izračun sem uporabila UV-spekter 
pri 25 °C pred segrevanjem in UV-spekter pri 95 °C (Slika 18). Pri pH 5,0 sem po pričakovanjih 
dobila obliko spektra s položajem vrhov, ki ustrezajo TDS i-motiva (Slika 19) [23]. 
 
Slika 18: UV-spektri C-verige pred in po toplotni denaturaciji pri 25 °C ter UV-spekter pri 95 
°C, 100 mM koncentraciji kalijevih ionov; A) pri pH 7,4 in c(DNA) = 2,85 µM, B) pri pH 5,0 
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Slika 19: TDS C-verige, 100 mM koncentracija kalijevih ionov; pH 7,4, c(DNA) = 2,85 µM 





















G-kvadrupleks za svoj nastanek potrebuje kalijeve ione [17]. 100 mM koncentracija kalijevih 
ionov, ki sem jo uporabila v fosfatnem pufru, je blizu fiziološkim pogojem. G-verigo (Pu24G) 
sem najprej pripravila v fosfatnem pufru pri pH 7,4. Izvedla sem toplotno denaturacijo vzorca 
in zatem pomerila CD-spekter. Glede na literaturo [17, 34] pri oligonukleotidnem zaporedju 
Pu24G pričakujemo obliko spektra, značilno za paralelni G-kvadrupleks. Dobljeni CD-spekter 
G-verige ima karakteristike spektra paralelnega G-kvadrupleksa: maksimum pri 263 nm in 
minimum pri 242 nm (Slika 20). Iz tega lahko sklepamo, da se pri pH 7,4 tvori G-kvadrupleks.  
 
Slika 20: CD-spekter G-verige pri 25 °C, pri pH 7,4 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov, 
c(DNA) = 4,95 µM. 
G-verigo sem nato pripravila tudi v kisli raztopini, v acetatnem pufru pri pH 5,0 in 100 mM 
koncentraciji kalijevih ionov. Pomerila sem CD-spekter (Slika 21), nato izvedla toplotno 
denaturacijo vzorca na CD-spektrofotometru s snemanjem CD-spektrov pri različnih 
temperaturah (Slika 22). Pri pH 5,0 dobimo enako obliko spektra kot pri pH 7,4, iz česar lahko 
sklepamo, da je G-kvadrupleks obstojen tudi pri teh pogojih. Po ohladitvi nazaj na 25 °C sem 
ponovno pomerila CD-spekter in nato spremljala časovno odvisnost CD-spektrov. Zanimalo 
nas je, ali se bo po nekaj dneh oblika CD-spektra še spreminjala, kar bi nakazovalo na to, da 
sistem takoj po toplotni denaturaciji še ni bil v ravnotežju. Oblika spektra pri G-verigi se po 
toplotni denaturaciji in po enem dnevu ni spremenila, nekoliko se je zmanjšala le višina vrhov 
(Slika 21). Iz tega sklepamo, da se ravnotežna struktura vzpostavi v kratkem času po toplotni 
denaturaciji. CD-spekter se ni spremenil niti po enem mesecu, med katerim je bil vzorec 






















Slika 21: CD-spekter G-verige pri 25 °C, pH 5,0, c(DNA) = 6,14 µM, 100 mM koncentraciji 
kalijevih ionov pred toplotno denaturacijo in po njej. 
 
Slika 22: CD-spektri, posneti ob toplotni denaturaciji vzorca G-verige pri pH 5,0,  



















pred toplotno denaturacijo po toplotni denaturaciji po enem dnevu po enem mesecu
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S pomočjo podatkov o toplotni denaturaciji, spremljani s CD-spektrofotometrom, sem določila 
talilno temperaturo (Tm) in spremembo standardne entalpije (ΔG°) za G-kvadrupleks pri pH 
5,0. Le-ta je skladna z rezultati predhodnih raziskav v našem laboratoriju [35].  
Preko titracije vzorca z G-verigo od pH 7,4 do 4,5 smo želeli ugotoviti, ali se struktura  
G-kvadrupleksa pri nižanju pH spremeni. Vzorec G-verige sem pripravila v 100 mM KCl, pH 
najprej zvišala na 7,4 in nato titrirala s HCl do 4,5. Oblika CD-spektra G-verige je pri vseh 
opazovanih pH enaka. Struktura G-kvadrupleksa je očitno stabilna tudi pri nižjih pH in se pri 
titraciji ne spremeni (Slika 23). Na vzorcu sem po nižanju pH na 4,5 izvedla dve zaporedni 
toplotni denaturaciji, da bi potrdila, da smo takoj po spremembi pH v realnem času že dobili 
ravnotežno strukturo G-kvadrupleksa. Segrevanje sem izvedla pri 263 nm in 243 nm (Slika 24). 
Pred in po vsaki toplotni denaturaciji sem pomerila CD-spekter pri 25 °C. Pozicija vrhov se po 
segrevanju ne spremeni, zmanjša se samo višina vrhov (Slika 25), kar nakazuje na to, da je takoj 
po titraciji že prisotna ravnotežna oblika G-kvadrupleksa.  
 
Slika 23: CD-spektri G-verige v 100 mM KCl, posneti pri 25 °C, začetna c(DNA) = 9,20 µM, 
predstavljeni kot odvisnost molarne eliptičnosti od valovne dolžine pri različnih vrednostih 





























Slika 24: CD talilne krivulje, posnete pri valovnih dolžinah 243 nm in 263 nm,  
ob denaturaciji vzorca G-verige v 100 mM KCl pri pH 4,5. Vzorec je bil predhodno titriran s 
HCl od pH 7,4 do 4,5. 
 
Slika 25: CD-spektri G-verige v 100 mM KCl pri pH 4,5, posneti pri 25 °C,  
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Za opazovanje reverzibilnosti toplotne denaturacije G-verige sem izvedla segrevanje in 
ohlajanje omenjene verige na UV-spektrofotometru tako pri pH 7,4 kot tudi pri pH 5,0. Vzorce 
sem segrevala in ohlajala s hitrostjo 1 °C/min v območju 25 °C do 95 °C in nazaj do 25 °C. 
Opazovala sem vrednosti absorbanc pri 295 nm. Tako pri pH 7,4 kot tudi pri 5,0 se začetna 
vrednost absorbance pred segrevanjem in končna vrednost po ohlajanju pri 25 °C ujemata, iz 
česar lahko sklepamo, da se po denaturaciji G-kvadrupleks zvije v konformacijo, v kateri se je 
nahajal pred denaturacijo (Slika 26, Slika 27).  
 
Slika 26: UV talilne krivulje za vzorec G-verige, posnete pri 295 nm, pri pH 7,4 in 100 mM 
koncentraciji kalijevih ionov, c(DNA) = 3,86 µM: A) prva toplotna denaturacija,  
B) druga toplotna denaturacija. 
 
Slika 27: UV talilni krivulji za vzorec G-verige, posnete pri 295 nm, pri pH 5,0,  









































Za potrditev nastanka strukture sem posnela UV-spektre G-verige, iz katerih sem pridobila 
TDS. Le-ta predstavlja razliko med UV-spektrom razvite in zvite oblike pri temperaturah nad 
in pod temperaturo polovice prehoda (Tm). Ima specifično obliko, značilno za določeno 
strukturo nukleinske kisline [23]. TDS G-verige sem izračunala tako pri pH 7,4 kot tudi pri pH 
5,0. Vzorcu G-verige v fosfatnem pufru sem pomerila UV-spekter pri 25 °C in nato izvedla 
toplotno denaturacijo na UV-spektrofotometru, med katero sem pridobila UV-spekter pri 95 °C 
(Slika 28A). Po končani denaturaciji sem ponovno pomerila UV-spekter pri 25 °C (Slika 28A). 
Za izračun TDS sem uporabila UV-spekter po denaturaciji pri 25 °C in UV-spekter pri 95 °C. 
Vrednosti sem za kvalitativno primerjavo spektrov normalizirala tako, da sem jih delila z 
maksimalno vrednostjo razlike absorbance. Dobila sem obliko TDS, značilno za G-kvadrupleks 
iz [23] (Slika 29). TDS G-verige sem pridobila tudi v acetatnem pufru pri pH 5,0. Za izračun 
sem uporabila UV-spekter pri 25 °C pred segrevanjem in UV-spekter pri 95 °C (Slika 28B). 
Tudi pri pH 5,0 sem dobila položaj vrhov iz [23], značilen za G-kvadrupleks (Slika 29).  
 
Slika 28: UV-spektri G-verige pred in po toplotni denaturaciji pri 25 °C ter UV-spekter pri  
95 °C, 100 mM koncentraciji kalijevih ionov; A) pri pH 7,4, c(DNA) = 3,86 µM ter  
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Slika 29: TDS G-verige, 100 mM koncentracija kalijevih ionov; pH 7,4,  
c(DNA) = 3,86 µM (rdeča) ter pH 5,0, c(DNA) = 3,08 µM (modra). 
4.3 Dupleks 
4.3.1 CD-spektroskopija 
Ob združitvi G-verige (Pu24G) in C-verige (Pu24C) v množinskem razmerju 1 : 1 smo 
pričakovali, da bomo pri pH 7,4 dobili CD-spekter, značilen za dvoverižno DNA. Eksperiment 
je potrdil to hipotezo, saj se CD-spekter vzorca (Slika 30) ujema z obliko CD-spektra za  
dvoverižni polideoksinukleotid B-DNA, sestavljen iz s C-bogate in komplementarne z  
G-bogate verige [36]. CD-spektri sintetičnih polideoksinukleotidov B-DNA so namreč odvisni 
od primarnega zaporedja in se lahko med seboj precej razlikujejo [34, 36, 37]. 
Nastali vzorec z mešanico obeh verig sem dvakrat segrela in ohladila od 25 °C do 95 °C in 
opazovala spremembe CD-spektra po vsakem segrevanju. Intenziteta vrha pri 263 nm se po 
prvem segrevanju nekoliko zmanjša, po drugem pa ostane enaka. To je verjetno posledica 
ustreznega prileganja komplementarnih verig po prvem segrevanju (angl. annealing) (Slika 30).  
Mešanico obeh verig v množinskem razmerju 1 : 1 sem nato pripravila še pri pH 5,0 ter pomerila 
CD-spekter takoj po pripravi vzorca, po 5 dneh ter po toplotni denaturaciji. Oblika CD-spektra 
pri pH 5,0 (Slika 31) se razlikuje od oblike spektra dvoverižne DNA pri pH 7,4 (Slika 30), kar 
je posledica prisotnosti treh oblik: dvoverižne DNA, G-kvadrupleksa in i-motiva. Po 5 dneh se 
oblika CD-spektra ne spremeni, iz česar sklepamo, da se razmerje med konformacijami in 
posamezne konformacije ne spremenijo (Slika 31). Opazimo znižanje vrha pri 286 nm po 
toplotni denaturaciji (Slika 31), kar je verjetno posledica ireverzibilne spremembe konformacije 





















Slika 30: CD-spektri mešanice G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1, posneti pri 25 °C, 
pH 7,4, c(DNA) = 3,17 µM in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov. 
 
Slika 31: CD-spektri mešanice G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1, posneti pri 25 °C, 
pH 5,0, c(DNA) = 2,66 µM in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov. 
Preko titracije dvoverižnega oligonukleotida Pu24G : Pu24C s HCl in KOH smo želeli preveriti, 
ali je proces pretvorbe iz dvoverižne oblike pri pH 7,4 v G-kvadrupleks, i-motiv in manjši delež 

















































takoj po pripravi 5 dni po pripravi vzorca po toplotni denaturaciji
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Iz prejšnjih raziskav je znano, da je pretvorba i-motiva pri prehodu od pH 7,4 do pH 5,0 
reverzibilna in se zgodi v realnem času [33]. i-motiv nastane pri nižjih vrednostih pH, kar se 
odraža v značilnem CD-spektru, pri katerem opazimo izrazit vrh pri 286 nm (Slika 16). Pri  
G-verigi je struktura G-kvadrupleksa stabilna v celotnem opazovanem pH-območju (Slika 23). 
Vzorec dvoverižne oblike oligonukleotida v 100 mM KCl sem najprej titrirala s HCl od pH 7,4 
proti pH 5,0. CD-spekter sem posnela pri naslednjih pH-vrednostih: 7,4; 6,7; 6,0; 5,2; 4,5. Po 
pričakovanjih je pri nižanju pH vrednosti začel naraščati vrh pri 286 nm, sklepamo, da na račun 
nastajanja i-motiva (Slika 32). Pri pH 4,5 smo takoj po titraciji izvedli toplotno denaturacijo 
vzorca in mu zatem ponovno pomerili CD-spekter. Po toplotni denaturaciji se je oblika  
CD-spektra pri 4,5 še spremenila, znižal se je vrh pri 265 nm in vrh pri 286 nm se je še nekoliko 
povišal (Slika 32). Sklepamo, da je do te spremembe prišlo, ker sistem še ni bil v ravnotežnem 
stanju. CD-spekter nakazuje na to, da je bil pred toplotno denaturacijo delež dvoverižne DNA 
višji, po toplotni denaturaciji pa se je ravnotežje še bolj pomaknilo v smer nastanka  
G-kvadrupleksa in i-motiva. Pretvorba je v tej smeri spreminjanja pH očitno kinetično omejena. 
CD-spekter vzorca je ostal nespremenjen tudi en dan po toplotni denaturaciji (Slika 33). 
 
Slika 32: CD-spektri G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1, 100 mM KCl, začetna 
c(DNA) = 2,5 μM, posneti pri 25 °C, predstavljeni kot odvisnost molarne eliptičnosti od 
valovne dolžine pri različnih vrednostih pH. Titracija je potekala od pH 7,4 proti pH 4,5. 




























Slika 33: CD-spektra G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1, 100 mM KCl, posneta pri 
25 °C in pH 4,5 po titraciji od pH 7,4 proti 4,5 in toplotni denaturaciji. Časovno spremljanje 
spreminjanja CD-spektra. 
Titracijo sem izvedla še v nasprotni smeri: vzorec dvoverižnega nukleotida v 100 mM KCl sem 
titrirala s KOH tako, da sem mu spremenila pH od 4,5 do 7,4. Zanimalo nas je, ali je pretvorba 
med oblikami reverzibilna in se zgodi v realnem času. CD-spekter sem posnela pri naslednjih 
pH-vrednostih: 7,4; 6,7; 6,0; 5,2; 4,5. Pri pH 7,4 sem izvedla toplotno denaturacijo vzorca in 
mu zatem ponovno pomerila CD-spekter. Pri dobljenih CD-spektrih je opaziti, da je nastanek 
dvoverižne oblike favoriziran, saj se tudi po toplotni denaturaciji oblika CD-spektra bistveno 
ne spremeni, položaj vrhov je ostal enak kot pri CD-spektru pred toplotno denaturacijo  
(Slika 34). V smeri nižanja pH torej reakcija poteka počasi, v smeri višanja pH pa hitro, 
pretvorba do ravnotežnega stanja se pri višanju pH do 7,4 zgodi v realnem času. Razpad 
dvoverižne DNA je očitno počasnejši proces kot nastanek dvoverižne DNA iz enojnih verig, 
zvitih v strukturo i-motiva in G-kvadrupleksa. Po 8 dneh sem ponovila toplotno denaturacijo 
vzorca in ponovno pomerila CD-spekter. Dobila sem enako obliko spektra, kar pomeni, da se 




















Slika 34: CD-spektri G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1, 100 mM KCl, posneti pri 
25 °C, predstavljeni kot odvisnost molarne eliptičnosti od valovne dolžine pri različnih 
vrednostih pH. Titracija je potekala od pH 4,5 proti pH 7,4. Prikazan je tudi spekter po 
toplotni denaturaciji pri pH 7,4 (črno). 
 
Slika 35: CD-spektra G- in C- verige v množinskem razmerju 1 : 1, 100 mM KCl, posneta pri 









































po prvi toplotni denaturaciji po drugi toplotni denaturaciji
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Na Sliki 36 so prikazani CD-spektri titracije predstavljeni na način, da je mogoča primerjava 
CD-spektrov vzorca pri posameznih opazovanih pH-vrednostih. Na vsakem grafu je prikazan 
CD-spekter vzorca, dobljen pri nižanju pH od 7,4 proti 4,5, ter CD-spekter vzorca, pridobljen 
pri eksperimentu, kjer sem pH višala od 4,5 do 7,4. Proces pretvorbe pri nižanju pH od 7,4 proti 




Slika 36: CD-spektri G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1, 100 mM KCl, posneti pri    
25 °C, predstavljeni kot odvisnost molarne eliptičnosti od valovne dolžine pri različnih 
vrednostih pH. Primerjava CD-spektrov s Slike 32 in Slike 34 pri posameznih vrednostih pH 



































































































































Toplotno denaturacijo sem izvedla na vzorcu, ki vsebuje G-verigo in C-verigo v množinskem 
razmerju 1 : 1, tako pri pH 7,4 kot tudi pri pH 5,0. Pri pH 5,0 je opazna histereza, ki je verjetno 
posledica spremembe konformacije i-motiva po segrevanju in nakazuje na to, da začetno stanje 
pred segrevanjem ni enako končnemu stanju po ohlajanju (Slika 37B). Pri pH 7,4 je histereza 
manjša, DNA pa se pri nizkih temperaturah povrne v enako stanje kot pred segrevanjem  
(Slika 37A). Na sliki 37A je prikazana talilna krivulja druge toplotne denaturacije vzorca. 
 
Slika 37: UV talilne krivulje za vzorec G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1, posnete 
pri 260 nm in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov: A) pH 7,4, druga toplotna denaturacija, 
c(DNA) = 3,17 µM, B) pH 5,0, prva toplotna denaturacija, c(DNA) = 2,66 µM. 
4.3.3 TDS 
TDS je razlika med UV-spektrom razvite in zvite oblike pri temperaturah nad in pod 
temperaturo polovice prehoda (Tm). TDS ima specifično obliko, ki je značilna za posamezen 
tip strukture nukleinske kisline [23]. TDS vzorca z množinskim razmerjem G-verige in  
C-verige 1 : 1 sem izračunala tako pri pH 7,4 kot tudi pri pH 5,0. Vzorcu v fosfatnem pufru pri 
pH 7,4 s 100 mM koncentracijo kalijevih ionov sem pomerila UV-spekter pri 25 °C in nato 
izvedla toplotno denaturacijo na UV-spektrofotometru, med katero sem pridobila UV-spekter 
pri 95 °C (Slika 38A). Po končani denaturaciji sem ponovno pomerila UV-spekter pri 25 °C 
(Slika 38A). Za izračun TDS sem uporabila UV-spekter po denaturaciji pri 25 °C in UV-spekter 
pri 95 °C. Vrednosti sem za kvalitativno primerjavo spektrov normalizirala tako, da sem jih 
delila z maksimalno vrednostjo razlike absorbance. Dobila sem obliko TDS, ki ponazarja obliko 
spektra dvoverižne DNA, bogate s pari GC [23], ki po pričakovanjih nastane pri nevtralnem pH 
(Slika 39). TDS vzorca z mešanico obeh verig sem pridobila tudi v acetatnem pufru pri pH 5,0 
in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov. Za izračun sem uporabila UV-spekter pri 25 °C pred 
segrevanjem in UV-spekter pri 95 °C (Slika 38B). Pri pH 5,0 sem dobila obliko spektra, ki 
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Slika 38: UV-spektri G- in C- verige v množinskem razmerju 1 : 1 pred in po toplotni 
denaturaciji pri 25 °C ter UV-spekter pri 95 °C, 100 mM koncentraciji kalijevih ionov;  
A) pri pH 7,4, c(DNA) = 3,17 µM, B) pri pH 5,0, c(DNA) = 2,66 µM. 
 
Slika 39: TDS G- in C- verige v množinskem razmerju 1 : 1, 100 mM koncentraciji kalijevih 
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Za potrditev nastanka dvoverižne oblike oligonukleotida pri pH 7,4 sem uporabila tehniko 
FRET. Pri pripravi raztopin sem uporabila oligonukleotid G-verige z vezanim akceptorjem Cy5 
(Pu24G-Cy5) in oligonukleotid C-verige z vezanim donorjem Cy3 (Pu24C-Cy3). V primeru 
nastanka dvoverižne DNA smo pričakovali, da bom dobila vrh pri 570 nm, ki je karakterističen 
vrh za donor, ter dodatni vrh pri 670 nm, ki je viden samo v primeru, ko sta molekula donorja 
in akceptorja na dovolj majhni razdalji, da pride do FRET. Za primerjavo sem posnela spekter 
vzorca, ki vsebuje samo C-verigo z donorjem, in spekter vzorca, ki vsebuje tako C-verigo z 
donorjem kot tudi G-verigo z akceptorjem. Dodaten vrh pri 670 nm je bilo opaziti samo pri 
vzorcu domnevne dvoverižne DNA, pri vzorcu, ki vsebuje samo C-verigo z donorjem, pa ne 
(Slika 40). Iz tega sklepamo, da so se komplementarni oligonukleotidi vezali v dvoverižno 
DNA. Glede na literaturo [38] bi pričakovali bolj intenziven vrh pri 670 nm, zato bodo potrebne 
še nadaljnje raziskave za ugotovitev vzroka tako majhne intenzitete vrha donorja. 
 
 
Slika 40: Emisijski spektri vzorca C-verige z vezanim Cy3 ter vzorca G- in C-verige v 
množinskem razmerju 1 : 1 z vezanim FRET parom Cy3 in Cy5 (c(DNA) = 0,1 µM), snemani 


























































Nastanek dvoverižne oblike oligonukleotida smo preučevali tudi pri pH 5,0. Pričakovali smo, 
da bo dupleks prisoten v manjšem deležu kot pri pH 7,4. C-verigo sem pripravila v acetatnem 
pufru pri pH 5,0 in pri 100 mM koncentraciji kalijevih ionov ter dodajala G-verigo tako, da se 
je množinsko razmerje C-verige proti G-verigi spreminjalo od 1 : 0 do 1 : 2. Vrh akceptorja pri 
670 nm, ki nakazuje nastanek dupleksa, je rahlo viden pri množinskem razmerju 1 : 1,5 ter  
1 : 2, pri razmerju 1 : 1 pa še ni opazen (Slika 41). Zaradi tega spektrov nismo mogli uporabiti 
za nadaljnjo analizo, pri kateri bi določili deleže zvrsti v raztopini pri pH 5,0. Intenziteta vrha 
C-verige z donorjem pri 570 nm se ob poviševanju deleža G-verige v raztopini zmanjšuje. 
Lahko, da je to posledica dodajanja G-verige z akceptorjem in nastanka FRET [38], možno pa 
je tudi, da do nižanja intenzitete pride zaradi kislih pogojev vzorca. Pri eksperimentu, kjer smo 
spremljali časovno odvisnost spektrov dupleksa tako pri pH 7,4 kot tudi pri pH 5,0, smo namreč 
opazili, da pride do precejšnjega znižanja intenzitete vrha donorja vzorca pri pH 5,0. Intenziteta 
pri vzorcu s pH 7,4 se v istem časovnem okviru zniža za manj (Slika 42).  
 
Slika 41: Emisijski spektri vzorca G- in C-verige z vezanim FRET parom Cy3 in Cy5,  
v množinskem razmerju od 0 : 1 do 2 : 1, snemani pri 25 °C, pH 7,4 in 100 mM koncentraciji 
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Slika 42: Spreminjanje emisijskih spektrov G- in C-verige v množinskem razmerju 1 : 1  
s časom, snemanih pri 25 °C pri pH 7,4 ter pH 5,0; 100 mM koncentraciji kalijevih ionov, 




4.3.5 Gelska elektroforeza pri pH 5,0  
Z namenom, da bi potrdila, da so pri pH 5,0 prisotne vse tri pričakovane zvrsti (dupleks,  
G-kvadrupleks in i-motiv), sem izvedla gelsko elektroforezo vzorca G-verige, C-verige in 
dupleksa. Elektroforezo sem izvedla pri kislih pogojih pri pH 5,0. Izvajala sem jo na 
kontinuirnem gelu pri pogojih 110 V, 300 mA, 25 °C, 4 h 25 min, v elektroforeznem pufru s 
100 mM koncentracijo kalijevih ionov.  
Slika gela (Slika 43) po končani elektroforezi razkriva, da je lestvica potovala drugače kot 
navaja proizvajalec, morda zaradi tega, ker je bila namenjena za gelsko elektroforezo pri 
nevtralnih pogojih. Namesto 11 lis lestvice opazimo samo 10 izrazitih. Predvidevam, da je lisa 
lestvice velikosti 20 baznih parov razmazana po večji površini in zato slabo vidna.  
Pri vzorcu dupleksa opazimo tri lise. Sklepamo, da lisa pri 25 bp predstavlja obliko dupleksa. 
Lisi pri 15 bp verjetno predstavljata i-motiv in G-kvadrupleks. Dodatne lise pri vzorcih G- in 
C-verige pri 25 bp so morda posledica intermolekularnih aduktov, saj v teh dveh vzorcih ne bi 
pričakovali oblike dupleksa, ker ni prisotne komplementarne verige, da bi se le-ta lahko tvoril. 
Možen pa je nastanek intermolekularnih G-kvadrupleksov in i-motivov [9]. S pomočjo 
izvedene gelske elektroforeze lahko potrdimo, da so pri pH 5,0 prisotne vse tri pričakovane 
zvrsti: dvoverižna oblika DNA, G-kvadrupleks in i-motiv. 
 
Slika 43: Rezultat gelske elektroforeze vzorcev G-verige (G), C-verige (C) ter G- in C-verige v 
množinskem razmerju 1 : 1 (G+C) pri pH 5,0 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov, 25 °C, 




4.4 Termodinamska analiza ravnotežja 
Obravnavamo ravnotežje med dvoverižno in enoverižno obliko DNA. Predpostavljamo, da ob 
razpadu dvoverižne DNA na posamezni enojni verigi iz le-teh nastaneta G-kvadrupleks iz z G 
bogate verige ter i-motiv iz s C bogate verige. Proces pretvorbe obravnavamo po shemi 
ravnotežja, kjer AB predstavlja dvoverižno obliko DNA, G enojno verigo v obliko  
G-kvadrupleksa ter I enojno verigo v obliki i-motiva: 
 AB ⇌ G + I (10) 
Pri pH 7,4 je DNA v celoti prisotna v obliki dvoverižne DNA, ravnotežje, prikazano z zgornjo 
shemo 10, je pomaknjeno v levo. Pri pH 5,0 v raztopini pričakujemo dvoverižno DNA,  
G-kvadrupleks ter i-motiv. Pričakujemo, da bo ravnotežje pomaknjeno v desno. Celotno 
koncentracijo enojnih verig DNA v raztopini lahko zapišemo kot vsoto koncentracij dupleksa, 
v katerem sta prisotni dve enojni verigi ter G-kvadrupleksa in i-motiva: 
 ct = 2 ∗ cAB + cG + cI (11) 
Ker sta z G in s C bogati verigi v raztopini v razmerju 1 : 1, je koncentracija konformacije  
G-kvadrupleksa vedno enaka koncentraciji i-motiva: 
 cG = cI = cD (12) 
Iz tega sledi poenostavljena enačba: 
 ct = 2 ∗ cAB + 2 ∗ cD (13) 
Če to enačbo delimo s celotno koncentracijo enojnih verig DNA (ct), dobimo enačbo, izraženo 
z deleži posameznih konformacij: 
 1 = αAB + αD (14) 












Izračunamo lahko spremembo standardne proste entalpije (ΔG°) za prehod iz stanja 
dupleksa (AB) v G-kvadrupleks (G) in i-motiv (I) po naslednji enačbi, kjer je R splošna 
plinska konstanta, T absolutna temperatura ter K konstanta ravnotežja iz Enačbe 15: 
 ΔG° = −RTlnK (16) 
Delež dupleksa v raztopini pri pH 5,0 sem izračunala s pomočjo modelne funkcije, ki jo 
predstavlja linearna kombinacija eksperimentalno dobljenih signalov pri določeni valovni 
dolžini λ vsake zvrsti v raztopini: 
 D = DAB ∗ αAB + DG ∗ (1 − αAB) + DI ∗ (1 − αAB) (17) 
Dλ,AB predstavlja eksperimentalno dobljeno vrednost pri določeni valovni dolžini za čisto 
dvoverižno DNA, ki sem jo dobila pri pogojih merjenja pri pH 7,4. Dλ,G je 
eksperimentalno dobljena vrednost pri določeni valovni dolžini za čisto G-verigo, ki tvori 
G-kvadrupleks pri pH 5,0, Dλ,I pa za čisto C-verigo, ki tvori i-motiv pri pH 5,0. αAB 
predstavlja delež dvoverižne DNA v mešanici.  
Modelno funkcijo sem prilegala eksperimentalnim rezultatom – spektru mešanice pri pH 
5,0. Prilegala sem jo s spreminjanjem vrednosti parametra αAB, s pomočjo algoritma 
nelinearnega GRG (angl. generalized reduced gradient). Nato sem izračunala odstopanje 
modelne funkcije od eksperimentalnih podatkov z izračunom vsote kvadratov odmikov 







Vrednost αAB, dobljeno s prileganjem modelne funkcije na eksperimentalne podatke, sem 
uporabila za izračun konstante ravnotežja (K) s pomočjo Enačb 14 in 15 ter standardne 




4.4.1 Modelna funkcija za opis TDS mešanice pri pH 5,0 






TDSλ predstavlja eksperimentalno dobljene vrednosti spektra pri določeni valovni 
dolžini, l prestavlja dolžino optične poti v cm ter c koncentracijo dupleksa oz. enojne 
verige v vzorcu v enoti μM. Modelna funkcija za opis TDS je: 
 [TDS]λ = [TDS]λ,AB ∗ αAB + [TDS]λ,G ∗ (1 − αAB) + [TDS]λ,I ∗ (1 − αAB)     (20) 
Na Sliki 44 je prikazana primerjava med prilegano modelno funkcijo in eksperimentalno 
dobljenim TDS mešanice vseh treh zvrsti. Vrednost SSR, izračunana po Enačbi 18, znaša 
0,013.  
 
Slika 44: Opis TDS spektra mešanice vseh treh zvrsti pri pH 5,0 s pomočjo modelne 
funkcije [TDS]. 
V Tabeli 9 so navedene dobljene vrednosti za delež dupleksa v raztopini (αAB), konstanto 
ravnotežja (K) in spremembo standardne proste entalpije (ΔG°) pri 25 °C. Vrednost αAB 
sem dobila s prileganjem modelne funkcije (Enačba 20) eksperimentalno dobljenemu 
























valovna dolžina / nm
modelna funkcija rezultat eksperimenta za mešanico zvrsti pri pH 5,0
αAB * [TDS]AB (1-α) * [TDS]G
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Tabela 9: Izračunane vrednosti αAB, K in ΔG° za razvitje dupleksa pri referenčni 
temperaturi 25 °C (T0). 
 𝑨𝑩 ⇌ 𝑮 + 𝑰 
𝛼𝐴𝐵 0,110 
𝐾 1,692˙10-5 
∆𝐺° / kcal mol-1 6,509 
4.4.2 Modelna funkcija za opis UV-spektra mešanice pri pH 5,0 
Za izračun modelne funkcije absorbanc in prikaz na grafu sem uporabila UV-spekter, 





Aλ predstavlja eksperimentalno dobljene vrednosti UV-spektra pri posamezni valovni 
dolžini, l prestavlja dolžino optične poti v cm ter c koncentracijo dupleksa oz. enojne 
verige v vzorcu v enoti μM. Modelna funkcija za opis UV-spektra mešanice je: 
 [A]λ = [A]λ,AB ∗ αAB + [A]λ,G ∗ (1 − αAB) + [A]λ,I ∗ (1 − αAB) (22) 
Na Sliki 45 je prikazana primerjava med prilegano modelno funkcijo in eksperimentalno 
dobljenim UV-spektrom mešanice vseh treh zvrsti. Vrednost SSR, izračunana po Enačbi 




Slika 45: Opis UV-spektra mešanice vseh treh zvrsti pri pH 5,0 s pomočjo modelne 
funkcije [A]. 
V Tabeli 10 so navedene dobljene vrednosti za delež dupleksa v raztopini (αAB) pri 
najnižji vrednosti SSR, konstanto ravnotežja (K) in spremembo standardne proste 
entalpije (ΔG°) pri 25 °C. Vrednost αAB sem dobila s prileganjem modelne funkcije 
(enačba 22) eksperimentalno dobljenemu spektru. K sem izračunala po Enačbi 15,  
ΔG° pa po Enačbi 16.  
Tabela 10: Izračunane vrednosti αAB, K in ΔG° za razvitje dupleksa pri referenčni 
temperaturi 25 °C (T0). 
 𝑨𝑩 ⇌ 𝑮 + 𝑰 
𝛼𝐴𝐵 0,107 
𝐾  1,982˙10-5 




















prilegana linearna kombinacija rezultat eksperimenta za mešanico zvrsti pri pH 5,0
α*[A]AB (1-α)*[A]G
(1-α)*[A]C(1 - αAB) * [A]C 
(1 - α




4.4.3 Modelna funkcija za opis CD-spektra mešanice pri pH 5,0 






θλ predstavlja eksperimentalno dobljene vrednosti CD-spektra pri posamezni valovni 
dolžini, l prestavlja dolžino optične poti v cm ter c koncentracijo dupleksa oz. enojne 
verige v vzorcu v enoti μM. Modelna funkcija za opis dobljenega CD-spektra je: 
 [θ]λ = [θ]λ,AB ∗ αAB + [θ]λ,G ∗ (1 − αAB) + [θ]λ,I ∗ (1 − αAB) (24) 
Na Sliki 46 je prikazana primerjava med prilegano modelno funkcijo in eksperimentalno 
dobljenim CD-spektrom mešanice vseh treh zvrsti. Vrednost SSR, izračunana po Enačbi 
18, znaša 8,440. 
 
Slika 46: Opis CD-spektra mešanice vseh treh zvrsti pri pH 5,0 s pomočjo modelne 
funkcije [θ]. 
S prileganjem modelne funkcije (Enačba 24) eksperimentalnim podatkom dobimo 
vrednost αAB 0,041, kar je manjša vrednost, kot jo za αAB dobimo pri UV-spektroskopiji. 
CD-spektroskopija ni ustrezen način za opazovanje pretvorbe dvoverižne DNA v  
G-kvadrupleks in i-motiv, saj so razlike v CD-spektrih opazovanih zvrsti premajhne, da 
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rezultat eksperimenta za mešanico zvrsti pri pH 5,0 prilegana linearna kombinacija
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Obravnavali smo pretvorbo oligonukleotidnega zaporedja iz promotorske regije 
protoonkogena c-myc med strukturami G-kvadrupleksa in i-motiva ter dvoverižne DNA. 
Za opazovanje pretvorb smo uporabili CD-spektroskopijo, UV-spektroskopijo, 
fluorimetrijo in gelsko elektroforezo.  
– Hipoteza 1: Pri pH 7,4 se bo iz enojne z gvanini bogate verige tvoril G-kvadrupleks,  
i-motiv iz komplementarne s citozini bogate verige pri teh pogojih ne bo nastal. 
Tvorbo G-kvadrupleksa pri pH 7,4 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov smo potrdili 
s CD-spektroskopijo in UV-spektroskopijo. Pričakovano se i-motiv pri teh pogojih ni 
tvoril. 
– Hipoteza 2: Pri pH 5,0 se bo iz enojne s citozini bogate verige tvoril i-motiv, iz enojne 
z gvanini bogate verige pa se bo tvoril G-kvadrupleks. 
Pri pH 5,0 in 100 mM koncentraciji kalijevih ionov smo potrdili tvorbo strukture i-motiva 
in G-kvadrupleksa.  
– Hipoteza 3: Struktura G-kvadrupleksa se pri spreminjanju pH od 7,4 do 5,0 ne bo 
bistveno spremenila.  
CD-spekter G-kvadrupleksa se v odvisnosti od pH ne spreminja, kar nakazuje na to, da je 
struktura stabilna v opazovanem območju pH. Po spremembi pH do 4,5 je že prisotna 
ravnotežna struktura, saj se CD-spekter po segrevanju ne spremeni. 
– Hipoteza 4: Ob dodatku komplementarne verige enoverižnemu oligonukleotidu v obeh 
omenjenih območjih pH pričakujemo nastanek dvoverižne DNA. Pričakujemo, da bo 
ravnotežje pri pH 5,0 bolj pomaknjeno v smer i-motiva in G-kvadrupleksa. 
Nastanek dvoverižne oblike DNA smo potrdili pri pH 7,4 z značilnim CD-spektrom in 
TDS za dupleks. Nastanek dupleksa pri pH 7,4 smo potrdili tudi s FRET. Pri pH 5,0 je 
prisotna mešanica dupleksa, G-kvadrupleksa ter i-motiva, kar smo potrdili z gelsko 
elektroforezo. Pri spreminjanju pH mešanice se ravnotežna zmes vseh treh zvrsti v 
realnem času vzpostavi pri višanju pH od 4,5 do 7,4, pri nižanju pH od 7,4 do 4,5 pa je 
pretvorba kinetično omejena. 
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– Hipoteza 5: Pri pH 5,0 bomo lahko določili sestavo ravnotežne zmesi.  
Za izračun sestave ravnotežne zmesi pri pH 5,0 smo uporabili CD-spektre, UV-spektre 
ter TDS. CD-spektroskopija ni ustrezna metoda za preučevanje te pretvorbe, saj so razlike 
med CD-spektri dupleksa ter linearne kombinacije CD-spektrov G-kvadrupleksa in  
i-motiva premajhne, da bi lahko določili sestavo ravnotežne zmesi. Ustreznejša za 
določitev je bila UV-spektroskopija, pri kateri smo z uporabo UV absorbcijskih spektrov, 
TDS in modelne funkcije določili sestavo ravnotežne zmesi pri pH 5,0. Oligonukleotid 
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